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Fungusit tebukonazoliin tath su midyelerine (Unio mancus)

toksik etkilerinin ¢oklu biyobelirteclerle incelenmesi

Investigation of toxic effects of fungicide tebuconazole on

freshwater mussels (Unio mancus) with multiple biomarkers

OZET

Triazol fungusitler, genis spektrumlu, steroidal olmayan antidstrojenler ve cesitli
endiistriyel uygulamalar igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Toprak, su gibi ¢evresel
ortamlarda ve canli organizmalarin dokularinda bu fungusitlerin kalintilarina
rastlanmaktadir. Giderek artan toksisite raporlari, triazol fungusitlerin ¢evre ve halk
saglig1 agisindan endige verici kirleticiler olarak ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu
calismada, triazol grubu fungusitlerden en yaygmn kullanilan tiirlerinden biri olan
tebukonazoliin (TEB) hedef dis1 organizmalar olan tath su midyeleri (Unio mancus)
iizerindeki toksik etkileri incelenmigtir. Caligmada, 96 saat boyunca dort TEB
konsantrasyonuna (1.5, 15, 150 ve 1500 pg Al L!) maruz birakilan midyelerin solungag
ve sindirim bezlerinde g¢esitli oksidatif stres parametreleri [toplam antioksidan
konsantrasyonu (TAC), toplam oksidan konsantrasyonu (TOC), oksidatif stres indeksi
(OSI), glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA)], antioksidan enzimler [(siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR)] ve biyotransformasyon enzimlerinden karboksil esteraz (CaE) aktivitesi
degerlendirilmistir. TEB’e maruz kalmanin hem solungagta hem de sindirim bezinde
kontrole gore 6nemli oranda TAC, OSI, MDA seviyelerini arttirdigi, TOC ve GSH
diizeylerini diigiirdiigli, SOD, GPx, GST aktivitelerini arttirdigi, GR ve CaE’yi ise inhibe
ettigi gozlenmistir. Sonu¢ olarak, TEB’in U. mancus’da o6nemli toksik etkiler
olusturdugu ve tatli su ekosistemlerinde yagayan midyelerin TEB’e maruz kalma tehdidi
altinda olabilecegi sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirtegler, oksidatif stres, tatlisu midyeleri, tebukonazol

ABSTRACT

Triazole fungicides are widely used as broad-spectrum, non-steroidal antiestrogens and
for various industrial applications. Residues of these fungicides are found in
environments such as soil and water, and in the tissues of living organisms. Increasing
toxicity reports have led to the emergence of triazole fungicides as pollutants of
environmental and public health concern. In this study, the toxic effects of tebuconazole
(TEB), one of the most widely used triazole fungicides, on freshwater mussels (Unio
mancus), which are non-target organisms, were investigated. In the study, various
oxidative stress parameters [total antioxidant concentration (TAC), total oxidant
concentration (TOC), oxidative stress index (OSI), glutathione (GSH), malondialdehyde
(MDA)], antioxidant enzymes [(superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx), glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR)] and
carboxylesterase (CaE) activity from biotransformation enzymes was evaluated in the
gill and digestive glands of mussels exposed to four TEB concentrations (1.5, 15, 150
and 1500 pug AI L) for 96 hours. It was observed that TEB exposure significantly
increased TAC, OSI, MDA levels, decreased TOC and GSH levels, increased SOD, GPx,
GST activities, and inhibited GR and CaE activities in both the gill and digestive gland
compared to the control. As a result, it can be said that TEB has significant toxic effects
on U. mancus and mussels living in freshwater ecosystems may be under the threat of
TEB exposure.
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Azoller, genis spektrumlu
antifungal aktivitesi ve yiiksek
stabilitesi  nedeniyle  mantar
enfeksiyonlarina  karst  bitki
korumasi, insan mikozunun

tedavisi ve veterinerlik tibb1 i¢in
yaygin olarak kullanilan antimikotik ajanlardir
(Bhagat vd., 2021). Ilaglarin yam sira azol
bilesikleri ugaklarda asindirict inhibitdrler
(McNeill ve Cancilla, 2009), camasir tozu (Janna
vd., 2011) ve sampuan, krem, kopiik, dis macunu
gibi  kisisel  bakim  iriinlerinde  de
kullanilmaktadir (Allen vd., 2015). Azoller,
diinya ¢apinda yillik 300,000 ton civarinda olan
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fungisit  kullanimimin  biiyiik bir kisminm
olusturmaktadir (De vd., 2014). Cevrede yaygin
olarak bulunmas: nedeniyle, suda yasayan
organizmalar  tlizerindeki etkileri
konusunda endiseler vardir (Nong vd., 2021).
Azol bilesikleri giiclii bakterisidal aktiviteye
sahiptir biyolojik bozunmaya karsi
direnclidir. Azol, hiicre zar1 biitiinliigii icin
gerekli olan lanosterolii ergosterole doniistiiren
bir sitokrom P450 (CYP) enzimi olan lanosterol
14-alpha-demetilazi (CYP51A1) inhibe eder.
Dolayisiyla hiicre zarinin kaybi1 ve inhibisyonu,
azoliin antifungal dogasinin arkasindaki ana

zararlt

Ve

mekanizmalardan biridir (Garcia-Valcarcel ve
Tadeo, 2012).

Tablo 1. Ticari pestisit formiilasyonu ve etken maddenin fiziko-kimyasal 6zellikleri,?

|
Orius 25 EW
Ticari konsantrasyon 250 g AT L1
Etken madde Tebukonazol

Etken maddenin fiziko-kimyasal 6zellikleri

Yapisal formiiller

kosullarda) °

SN N
N—N
.
S
o
a
Etken madde grubu Triazol
Pestisit tipi Fungisit
Toksikolojik simf 1
Molekiiler agirhik (g/mol) 307.8
Lipofilisite (log Kow) 3.7 (20°C ve pH 7.0)
Toprak afinitesi (log Koc) 2.96 -3.10
Sudaki ¢oziiniirliikk (mg/L) 32 (20°C)
GUS potansiyel sizma indeksi 1.86
Sudaki fotoliz yarllanma siiresi (DTso, giin) ° Stabil
Sudaki hidroliz yarilanma siiresi (D Tso, giin) Stabil
Topraktaki kahcilik siiresi (DTso, giin, aerobik ~800

Yiizey sularindaki konsantrasyon arahg (pg L)

9.1 ugLt~200 pgL*

@ Kaynaklar: PPDB, 2021; EFSA, 2008; Nikolaou vd. 2017; IUPAC 2019; Jiang vd. 2021.
b Bilesikler anaerobik kosullar altinda su ve toprakta cok daha kararhidir.
¢ Bilesikler asidik veya notr pH kosullart altinda hidrolize karsi stabildir, ancak alkali kosullar altinda hidroliz

meydana gelebilir. (pH 9).

GUS: Groundwater Ubiquity Score; yeralt1 suyu yayginlik puani, potansiyel sizma indeksi

log Kow: oktanol-su bolme katsayisinin logaritmasi

log Koc: Organik karbon bolme katsayisinin logaritmasi
DTso: Yarilanma siiresi; dagilim siiresi 50%.

Al [aktif ingrediyent]: etken madde




Toxic effects of fungicide tebuconazole

Bununla birlikte, tebukonazoliin endokrin
bozulmasi, ilireme toksisitesi ve embriyonik
toksisite gibi dikkate deger toksikolojik etkileri
vardir (Ma vd., 2021) ve insanlar i¢in potansiyel
bir kanserojen risk olusturmaktadir (Liu vd.,
2016). Azol bilesiklerinin tarimda, eczacilikta ve
kisisel bakim iirlinlerinde asir1 kullanimi, su,
toprak ve su organizmalarinda kontaminasyona
neden olmustur. Nehirlerde, atik sularda,
gollerde ve haliclerde azollerin biriktigi rapor
edilmistir (Pacholak vd., 2022).

Evsel kanalizasyon ve hastane atik sularinin
da yiiksek miktarda azol bilesikleri igerdigi
bildirilmistir. Atik
kaynaklardan biiylik miktarda su alir ve azollerin
giderilmesinde yetersizdir. Bu atik su aritma
tesislerinden ¢ikan atik sularin dogal cevreye
salinmasi, kirliliginin baslica
kaynaklarindan biridir (Peng vd., 2012).
Tebukonazol (TEB), ((RS)-1-p klorofenil-4,4-
dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil) pentan-3-
ol), triazol ailesinin en iyi bilinen ve satilan
fungisitidir. TEB’un
formiilasyonu ve fiziko-kimyasal 6zellikleri ile
ilgili bilgiler Tablo 1’de verilmistir. TEB,
yiiksek lipofilik 6zelliklerinden dolay: toprakta
cok kararhidir ve toprak Ozelliklerine ve
konjugenin baglangic konsantrasyonuna bagh
olarak yar1 dmrii 49-610 giindiir (Sehonova vd.,
2017). sularinda  ve  ¢iftliklerin
yakinindaki sucul ortamlarda Olciilen TEB
konsantrasyonlarinin 9.1 pg L* ~ 200 pg L
laraliginda oldugu tespit edilmistir (Jiang vd.,
2021). EPA (U.S.EPA, 2020) tarafindan
belirlendigi tlizere, TEB’in baliklar i¢in suda
yasam limit degeri 1135 pg Ldir. Midyeler
suda yasayan bentik organizmalar oldugundan
sudaki Kkirleticilerin etkilerini en iyi yansitan
biyoindikatorlerden biridir (Naimo, 1995;
Hongyi vd., 2009). U. mancus, IUCN Kirmizi
Listesinde “Tehdit Altinda” olarak listelenmis
olan bir tatli su midye tiiridiir (IUCN, 2017).
Literatiirde TEB'in U. mancus iizerine toksik
etkileriyle ilgili higbir calisma
bulunmamaktadir. Sucul

su aritma tesisleri bu

azol

sistemik ticari

Yiizey

organizmalar

pestisitlere maruz kaldiginda, oksidatif hasara
yol acan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi artar.
Bu  reaktif oksijen tiirleri,  hiicredeki
biyomolekiillerle etkilesime girerek hiicre
gecirgenligini  etkiler ve onlar1 temizleyen
antioksidan enzim sistemlerini degistirir. Bu
nedenle, sucul ekosistemlerde ksenobiyotiklerin
oldugu oksidatif
degerlendirilmesinde, sucul organizmalardaki
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
sistemler dl¢iiliir (Ugkun ve Oz, 2020). Biyolojik
izleme caligmalarinda siklikla  kullanilan
biyokimyasal gdstergeler, oksidatif stres iligkili
parametreler ve biyotransformasyon
enzimleridir (Perendija vd., 2007).
Karboksilesteraz ~ (CaE), suda  yasayan
organizmalarda ekolojik risk degerlendirme
calismalarinda  kullanilan  6nemli  esteraz
enzimlerindendir (Narra vd. 2015). Oksidatif
stres iligkili parametrelerden de en yaygin
kullanilanlari; ~ Siiperoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon S-
transferaz (GST), Glutatyon rediiktaz (GR),
Glutatyon (GSH), Malondialdehit (MDA),
Toplam antioksidan konsantrasyonu (TAC) ve
Toplam oksidan konsantrasyonu (TOC) dir.

neden hasarin

Bu calismada, diinyada en yaygin kullanilan
fungusitlerden TEB’in tehdit altindaki U.
mancus tzerine kisa siireli (96 saat) toksik
etkilerinin  belirlenmesi  amag¢lanmistir. Bu
amagla, midyelerin sindirim bezi ve solungag
dokularinda oksidatif stres parametrelerinden
SOD, GPx, GST, GR, GSH MDA, TAC, TOC
ve Oksidatif stres indeksi (OSI) ve
biyotransformasyon enzimlerinden CaE
aktivitesindeki degisimler degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METHOD
Hayvanlar ve deney kosullar

Atatlirk Baraj G6lii'niin ¢evresinde tiitlin, pamuk
ve bakliyat tarim1 yapilmaktadir (Alkan Ugkun,
2017). Tath su midyesi U. mancus ornekleri
baraj géliinde tarimin en yogun yapildigi,
dolayisiyla pestisitlerin en ¢ok uygulandigi

M



bolgelerden Temmuz 2019'da kafesli tirmik aleti
yardimiyla temin edilmistir. Toplanan midyeler,
baraj golii suyu ile doldurulmus 15 L hacimli
polipropilen tanklar ile uygun kosullar altinda
(seyyar hava motorlar ile havalandirilarak) 1
saat igerisinde laboratuvara nakledilmistir.
Midyeler laboratuvara sevk edildikten sonra,
damacana / pet su ile doldurulmus 50 L hacimli
polipropilen tanklara nakledilerek 2 hafta
stireyle laboratuvar kosullarma adaptasyonlari
saglanmigtir. Tanklar siirekli hava pompalari
yardimiyla havalandirilmis ve midyeler 12 saat
aydinlik / 12 saat karanlik dongiide, oda
sicakliginda (23 £ 1 °C'de) tutulmustur (Ugkun
ve Alkan Uckun, 2021). Adaptasyon siirecinde
midyeler, ii¢ giinde bir sucul omurgasizlar i¢in
Ozel {retilmis ticari konsantre fitoplankton
(Roti-Rich ™) ile beslenmistir.

Toksisite testleri

Iki haftalik adaptasyon siireci sonunda TEB’un
U. mancus iizerindeki subletal toksik etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla bir kontrol ve dort
maruziyet grubu olmak iizere toplam bes test
grubu kurulmustur. Tlim test gruplar ii¢ tekrarl
olacak sekilde olusturulmustur ve bu amacla
37x24x16 cm boyutlarinda 8.5 L hacimli
polipropilen tanklara her doz i¢in kendine ait 5 L
pestisit (test) sollisyonu ve 5’er adet midye
birakilarak deney diizenegi kurulmustur. Her bir
tekrar grubunda bes hayvan olacak sekilde her
grupta toplam on bes hayvan kullanilmistir
(n=15). Toksisite testlerinde TEB’in ticari formu
(Orius® 250 EW, Adama, Tirkiye)
kullanilmistir. Bu ticari formun aktif bileseni
250 g Al L olarak etiketlenmistir. Akvaryum
hava pompasi yardimiyla test soliisyonu igeren
tanklarin siirekli havalandirilmasi saglanmistir.
Deney esnasinda midyeler beslenmemistir.
Deneylerin baslangicinda (0. saat) YSI Pro Plus
multiparametre cihazi kullanilarak, kontrol ve
uygulama gruplarina ait su numunelerinin
sicakligl, ¢ozlinmiis oksijen yiizdesi, pH ve
iletkenligi, 6l¢iilmiistiir. Ortalama pH, iletkenlik,
sicaklik ve ¢ozlinmiis oksijen degerleri sirasiyla
7.44 (7.23-7.65), 25.45 uS cm™ (22.90 - 28.00),
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22.7°C (21.4-24.0) ve 7.20 mg L (7.00 - 7.40)
olarak tespit edilmistir. Midyeler, 96 saatlik
statik yenileme test sisteminde Oldiiriici
olmayan dort TEB konsantrasyonuna (1.5, 15,
150 ve 1500 pg Al L) maruz birakilmistir. En
diisik  test  konsantrasyonu ve  diger
konsantrasyonlar geometrik olarak 10 kat fazlasi
olacak sekilde hesaplanmistir. Bu aralik, TEB
icin Jiang vd. (2021) tarafindan belirlenen
cevresel kabul edilebilir konsantrasyonlar olan
9.1 ng L't ~ 200 pg L araligi ve U.S.EPA
(2020) tarafindan belirlenen baliklar i¢in suda
yasam limit degeri 1135 ug L™ dikkate almarak
belirlenmistir.

Test sularindaki gercek TEB

konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Test sularindaki gercek TEB konsantrasyonlari,
Adiyaman Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvari'nda sivi kromatografisi cift kiitle
spektrometresi (LCMSMS, Shimadzu
Quadropole 8040) kullanilarak belirlenmistir.
TEB’un tutulma siiresinin yaklasik 4 dakika
oldugu edilmistir. TEB
hesaplanmasi igin
kalibrasyon egrisi 0.5-200 pg L' araliginda
olusturulmustur. Tespit limiti ve 6lgtim limiti,
sirasiyla 0.95 pug Lt ve 3.10 pg L olarak
hesaplanmustir. Korelasyon katsayis1 (r?) 0.997
olarak bulunmustur. TEB, 308.24 — 125.13
kiitle-yiik oranlar1 (m/z) ve 308.10 — 70.13 m/z
gecislerinde tespit edilmistir. Tebukonazol
Pestanal analitik standardi, % > 98.0 saflikla
Sigma-Supelco'dan satin alinmistir. Her numune
ti¢ tekrarli olarak analiz edilmistir. LCMSMS
cthaz kosullar1 Tablo 2’de gosterilmistir.

tespit
konsantrasyonlarinin

Biyokimyasal analizler

Midyelerden alinan sindirim bezleri ve
solungaglar  tartilarak  bicak  uglu  bir
homojenizatorle (Heidolph RZR 2021) 0.1 M
(0.5 M KoHPOs + 0.5 M KH2POg4), pH 7.4
potasyum fosfat tamponu igerisinde (1: 4 (w/ v)
oraninda) homojenize edilmistir. Homojenatlar
16.000 x g'de 4 °C'de 20 dakika
santrifiijlenmistir (Hettich 460 R). Elde edilen

) 2c7 | -



Toxic effects of fungicide tebuconazole

siipernatanlar, toplam protein konsantrasyonu
Olglimleri ve enzim aktiviteleri i¢in ependorf
tiiplerine aktarilmistir. Mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede (Thermo, Varioscan Flash
2000) Ttg¢ tekrarli olacak sekilde okuma
yapilmistir.  Toplam protein
konsantrasyonlari, Bradford (1976) yontemine
gore belirlenmistir. Bu yontemde, numunelerin
siipernatanlar1  seyreltildikten sonra, 5 pul'si
mikroplaka kuyularina pipetlenmis ve lizerlerine

250 upL  Bradford soliisyonu eklenmistir.

Tablo 2. LCMSMS’in enstriimantal kosullari

Reaksiyon karisimi oda sicakliginda karanlikta
15 dakika inkiibe edilmistir. Renk degisimine
bagl olarak 595 nm dalga boyunda absorbans
degeri Ol¢iilmiistir. Daha sonra seyreltme
faktorii dikkate alinarak siipernatanlardaki
toplam protein degerleri hesaplanmistir. Tim
enzimlerin aktiviteleri, toplam protein seviyeleri
olciildiikten sonra spesifik aktivite (nmol min™
mg toplam protein™) cinsinden ifade edilmistir.

Cihaz modeli Shimadzu LCMSMS-8040

1 mM amonyum asetat % 100 su i¢inde

Inertsil ODS-4 (2.1 mm I.D. x 50 mm L, 3 pum)

Mobil faz A

Mobil faz B % 100 metanol

Kolon

Kolon firin sicakhg 40 °C

Akis hiza 0.4 mL dak?

Arayiiz akim 4.5 kV

Piiskiirtme gaz akis hizi 3 mL dak?

Kurutma gazi akis hizi 15 mL dak?

DL sicakhigi 250 °C

HB sicakhig 400 °C
CaE aktivitesini belirlemek i¢in

Santhoshkumar ve Shivanandappa (1999)
tarafindan oOnerilen spektrofotometrik yontem
mikroplaka okuyucu sistemine uyarlanmistir.
Substrat olarak 26 mM %96 etanol i¢inde
hazirlanan ~ p-nitrofenol  asetat  (PNPA)
kullanilmistir. Bu amagla 5 pL numune ve 250
pL Tris tamponu (0.05 M, pH 7.4) mikroplaka
kuyularina pipetlenmis ve 25°C'de 3 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklara 5 pL
PNPA eklenerek 0.5 mM nihai konsantrasyon
elde edilmis ve 405 nm'de 2 dakika siireyle
distile suya karst absorbans  degerleri
ol¢iilmiistiir. Spesifik CaE aktivitesi nmol min’
mg protein™ olarak hesaplanmistir (PNPA icin
405 nm € = 1830 Mt cm™).

SOD aktivitesi, Sun vd. (1988) tarafindan

gelistirilen  yonteme — gore  Ol¢lilmiistiir.
Reaksiyonda ksantinin ksantin oksidaz ile
etkilesimi  sonucu  siliperoksit  radikalleri
olusmustur. Bu siiperoksit ~ radikalleri

nitrobluetetrazolium ile etkilesime girerek 560
nm'de spektrofotometrik olarak
degerlendirilebilen renkli formazan boyasi
olusturur.

GPx
arkadaslarinin

Bell ve
mikroplaka

aktivitesinin  Ol¢limiinde
(1985) metodu

okuyucu sistemine uyarlanmistir. Bu yontemde
substrat olarak hidrojen peroksit (H20>), katalaz
inhibitérii  olarak  sodyum (NaN3)
kullanilmistir. 10 pL siipernatan ve 60 uL. 1 mM
GSH, 0.1 mM NADPH, 0.32 birim GSH-
rediiktaz, 1 mM EDTA, 2 mM NaN3 i¢eren 50
mM pH 7.4 fosfat tamponu mikroplaka
kuyularina pipetlendikten sonra bu karisim
20°C’de 6 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 30 uL 1.67
mM H2O: pipetlenerek reaksiyon baglatilmis,
NADPH oksidasyonuna bagli  absorbans
degisikligi, 25°C'de 3 dakika boyunca 340 nm'de
kaydedilmistir. Spesifik GPx aktivitesi nmol

azit
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mint mg protein? olarak hesaplanmistir

(NADPH icin €= 6220 Mt cm™, 340 nm'de).

GST aktivitesinde, Habig ve arkadaslarinin
(1974) mikroplaka  sistemine
uyarlanarak Slgiilmiistiir. Substrat olarak CDNB
(1-kloro-2,4-dinitrobenzen), kofaktér olarak
GSH kullanilmistir. Mikroplaka kuyularma 10
uL siipernatan, 100 puL fosfat tamponu, 100 uL
GSH ve 10 uL CDNB karigimi pipetlenmistir.
Karisim mikroplaka okuyucuya yerlestirildikten
sonra 15 saniye karstirilmis ve 344 nm'de
absorbanstaki degisim 25°C'de 2 dakika siireyle
kaydedilmistir.

GR aktivitesi, Cribb vd. (1989) tarafindan

yontemi

gelistirilen yOntemin mikroplaka okuyucu
sistemine uyarlanmasiyla belirlenmistir.
Reaksiyon, 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB), NADPH ve numuneden olusan

reaksiyon ¢dozeltisine oksitlenmis glutatyon
(GSSG) eklenerek baglatilmistir. Reaksiyon
sirasinda  GSSG'den  GSH  olusumuna bagl
olarak DTNB miktarindaki azalmaya gore
spesifik GR aktivitesi hesaplanmustir.

GSH seviyesi, Moron ve arkadaslarinin
(1979) metodunun  mikroplaka  okuyucu
sistemine uyarlanmig haline gore belirlenmistir.
GSH standart egrisine karsi orneklerin 412
nm'deki absorbans degeri okunarak GSH diizeyi
nmol GSH mg protein™ olarak hesaplanmistir.

MDA konsantrasyonu, Placer vd. (1966)
tarafindan bazi modifikasyonlarla tarif edildigi
gibi tiyobarbitiirik asit reaktif madde analizine
dayali olarak Olciilmiistiir. MDA igerikleri,
standart olarak malondialdehit bis (dietil asetal)
kullanilarak belirlenmistir. Absorbans degeri
532 nm'de okunmus ve MDA konsantrasyonu,
nmol MDA mg protein~ olarak ifade edilmistir.
TAC ve TOC analizleri ticari test kitleri (Reel
Assay Diagnostics) kullanilarak yapilmigtir
(Erel, 2005). TAC analizinin prensibi, koyu
mavi-yesil stabil 2,2'-azino-di-3-etilbenztiazolin

siilffonat (ABTS) radikalinin numunedeki
antioksidanlar tarafindan renksiz indirgenmis
ABTS formuna doniistliriilmesine

VetBio, 2021, 6(3), 284-297

dayanmaktadir.  Ornekteki  antioksidanlarin
miktari, bu rengin yoklugu ile iligkilidir. Analiz,
Trolox esdegeri olarak bilinen bir E vitamini
analogu olan stabil bir antioksidan standart
sollisyon kullanilarak kalibre edilmistir. TAC
seviyeleri, 660 nm’de end-point 6l¢iimili sonucu
absorbans degerlerinden hesaplanmis ve pmol
Trolox esdegerleri L™ olarak ifade edilmistir.
TOC testinin prensibi, numunede bulunan
oksidanlarin Fe?* iyon-selatér kompleksini Fe**
iyonuna oksitlemesidir. Asidik bir ortamda Fe®*
iyonu kromojen ile renkli bir kompleks olusturur
ve renk yogunlugu spektrofotometrik olarak
belirlenir. Renk yogunlugu, numunedeki toplam
oksidan molekiil miktar1 ile orantilidir. Tespit
icin  kalibrasyon, hidrojen  peroksit ile
gerceklestirilmistir. TOC seviyeleri, 530 nm'de
end-point absorbans
degerlerinden hesaplanmis ve mmol H>O>
esdegerleri L™ olarak ifade edilmistir. Oksidatif
stres  indeksini  (OSI)  hesaplamak i¢in
[OSI=TOC/(TACx10)] formiilii kullanilmis ve
sonuclar yiizde olarak ifade edilmistir (Erel,
2005).

Ol¢timii sonucu

Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 22 (ABD)
yazilim paketi ile gerceklestirilmistir. Shapiro-
Wilk ve Levene testleri kullanilarak, tim
degiskenler sirasiyla normallik ve homojenlik
acisindan analiz edilmistir. Gruplar arasindaki
farki test etmek ic¢in Kruskal-Wallis testi
kullanilmistir. Tiim veriler ortalama deger =+
standart hata olarak sunulmustur. Tiim analizler
i¢cin p<0.05 ve p<0.01 istatistiksel olarak anlaml1
kabul edilmistir.

BULGULAR

Test sularindaki gercek TEB konsantrasyonlart

LCMSMS analizinden elde edilen test
sularindaki gercek TEB konsantrasyonlar: Tablo
3'de gosterilmistir. 24 saat sonraki gergek
konsantrasyonlarin, nominal konsantrasyonlar
dan yaklasik ~%35-16 arasinda daha distk
oldugu belirlenmistir. Nominal ve gercek

M
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konsantrasyonlar arasindaki bu farkliliklar,
ylizey aktif maddeler, ¢oziiciiler ve pestisitlerin

ticari formiilasyonlarinda kullanilan koruyucular

gibi diger bilesiklerden kaynaklaniyor olabilir
(Korkmaz vd., 2018).

Tablo 3. Test sularindaki gercek TEB konsantrasyonlari (Ortalamaztstandart hata (N=3)).
Nominal Gercek konsantrasyonlar (ug L + Standart hata)
konsantrasyonlar Uygulamadan sonra

Uygulamadan 6nce (0. Geri kazamim Geri kazanim

(ngL?) saat) (%) (24. saat) (%)
Kontrol 0 - 0 -
1.5 1.53 £0.05 % 102.00 1.26 £ 0.09 % 84.00
15 14.95+0.50 % 99.67 13.84 £0.19 % 92.27
150 156.66 £ 1.91 % 104.44 136.99 + 3.61 % 91.33
1500 1502.14 £ 13.17 % 100.14 1429.55 £ 32.21 % 95.30

Biyokimyasal yanitlar

96 saatlik TEB maruziyeti sonras1 U. mancus’un
solungac ve sindirim bezlerindeki biyokimyasal
yanitlar Tablo 4’de gosterilmistir. CaE aktivitesi
her iki dokuda da doza bagimli olarak diisiis
gostermistir. Solunga¢ dokusunda sadece 150
ng Lt ve 1500 pg L? kosantrasyonlaridaki
diisiisler kontrole gore anlamliyken sindirim
bezinde tiim konsantrasyonlardaki diisiisler
anlaml1 olmustur (p <0.05, p <0.01). En yiiksek
TEB konsantrasyonunda (1500 pg L) CaE
inhibisyonlari, solungacta kontrole gore
yaklagik olarak %35, sindirim bezinde ise %48
olarak hesaplanmistir. SOD aktivitelerinde hem
solungagta hem de sindirim bezinde doza
bagiml artis gdzlenmistir. Solungagta en fazla
artis en yiiksek TEB uygulama dozunda (1500
ng L) goriiliirken, sindirim bezinde 150 pg L™
dozunda goriilmiistiir. Her iki dokuda da 1.5 pg
L dozu harig biitiin dozlardaki artislar kontrole
gore anlamli olmustur (p < 0.05, p < 0.01). GPx
aktivitesi de solungac¢ ve sindirim bezlerinde
kontrole gore artmistir. iki dokuda da en fazla
artis 150 pg L™ dozunda olmustur ve kontrole
gore anlamlidir (p < 0.05, p < 0.01). GST
aktivitesi solunga¢ ve sindirim bezinin her
iksinde de kontrole gore artis gostermistir ancak
bu artis  solungacta uygulanan TEB
konsantrasyonuyla koordineli iken sindirim
bezinde konsantrasyona bagimli olmamustir.
Solungagta 1.5 pg L' dozu hari¢ biitiin

dozlardaki GST aktivitesi artiglart kontrole gore
anlamli bulunmustur (p < 0.05, p < 0.01).
Sindirim bezinde ise 1500 pg L dozundaki
artis kontrole gore p < 0.05 ve p < 0.01
diizeylerinde 6nemliyken 1.5 ug L ve 150 pg
L' dozlarindaki artislar sadece p < 0.05
diizeyinde onemli, 15 pg L' dozundaki artis
Oonemsiz bulunmustur. GR aktivitesi solungag ve
sindirim bezinde tiim TEB dozlarinda kontrole
gore inhibisyona ugramistir,
inhibisyonlar doza bagimli olmamustir. Sindirim
bezindeki inhibisyonlarin tamami kontrole gore
onemliyken (p < 0.05, p <0.01) solungacta 150
png LT dozundaki inhibisyon p < 0.05
seviyesinde, 1500 pg L dozundaki inhibisyon
p < 005 p < 0.01 seviyesinde Onemli
bulunmustur. En fazla inhibisyon, solungac ve
sindirim bezinde sirasiyla %60 ve %50
oranlarinda 1500 pg L* uygulama dozunda
olmustur. GSH diizeyi solunga¢ ve sindirim
bezinde TEB uygulamasma baglh olarak
kontrole gore diismiistiir. Bu distsler,
solungagta 1.5 pg L ve 15 pg L dozlarinda
kontrole gore 6nemsizken, 150 pg L dozunda
p < 0.05 seviyesinde, 1500 pg L dozunda ise p
< 0.05 p < 001
bulunmustur. Sindirim bezinde ise tiim
uygulama dozlarinda kontrole gore p < 0.05, p <
0.01 seviyelerinde 6nemli bulunmugstur. MDA
seviyelerinde sadece 150 pg L™ ve 1500 pg L
dozlarinda kontrole goére Onemli artislar

ancak bu

seviyelerinde 6nemli

N



olmustur. Bu fark sindirim bezinde p < 0.05, p <
0.01 seviyelerinde 6nemliyken solungacta p <
0.05 seviyesinde onemlidir. TAC seviyesi, hem
solungagta hem de sindirim bezinde biitiin TEB
uygulama dozlarinda doza bagimli olarak ve
kontrole gore 6nemli derecede diismiistiir (p <
0.05, p < 0.01). TOC seviyesi ise solungagta
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biitiin dozlarda, sindirim bezinde sadece 150 ug
Lt ve 1500 pg L dozlarinda kontrole gére
onemli oranda artmistir (p < 0.05, p < 0.01).
Oksidatif stres indeksinde (OSI) her iki dokuda
da biitiin dozlarda kontrole gére 6nemli artiglar
olmustur.

Tablo 4. 96 saat TEB maruziyeti sonrast U. mancus’un solungag ve sindirim bezlerindeki biyokimyasal yanitlar: (Enzim
aktiviteleri, nmol dakika™® mg protein + ortalama standart hata; GSH, MDA, TAC and TOC diizeyleri sirasiyla, nmol
GSH mg protein = ortalama standart hata, nmol MDA mg protein + ortalama standart hata, umol Trolox Equiv./L ve

mmol H,02 Equiv./L; OSI ise, AU (Arbitrary Unit) olarak ifade edilmistir.) (n=15). )
Konsantrasyonlar

Biyobelirtegler Control 1.5pgL-1 15 pg L-1 150 ug L-1 1500 pg L-1
CaE 307.54£14.45  261.30£33.17  238.02+ 203.77+9.08%%  200.11=14.32%*
SOD 5.38+0.19 6.81£0.38 7.930.66%* 8.15£0.21%* 10.34+0.50%*
GPx 15.3120.75 19.24+0.58 21.15+1.59* 24.7241.96%F  22.35+1.57%%
GST 35.44+2.77 44.30+1.88 48.5742.69%*  5132+1.54%% 525512 75%*
GR 26.60+1.26 16.69+3.98 17.11£3.29 16.15£1.55% 10.77+1.05%*
Solunga¢ ~=oiy 0.2120.01 0.15£0.03 0.15£0.01 0.14+0.01* 0.09+0.01%*
MDA 0.95+0.08 1.44+0.26 1.45+0.02 1.52+0.07* 1.56+0.11*
TAC 1.910.01 1.620.02%* 1.56+0.02%* 1.090.01%* 1.0040.02%*
TOC 1.27+0.03 2.7340.09%* 2.57+0.03%* 2.45+0.01%* 3.78+0.11%*
osl 0.064£0.002  0.17£0.008%*  0.16+0.002%*  0.22+£0.002%*  0.38+0.004%*
CaE 1036.69+33.20 765.46:82.15%% 640.27+51.58%* 611.48+31.64%% 543.07+23.45%*
SOD 6.45+0.14 7.55+0.47 8.33+0.44%* 9.00+0.33%* 8.15+0.04%*
GPx 9.81%0.39 11.48+0.75 12.88+0.41%%  12.98£0.37%%  12.51+0.10%*
GST 30.69+1.45 48.42+6.33* 42.63+3.44 50.33+3.06* 83.56::4.59%*
Sindirim GR 16.73+0.77 9.44+0.54%* 9.3140.64%* 9.57+0.59%* 8.3240.50%*
Bezi  GSH 0.13+0.002 0.1240.001%*  0.11£0.002%*  0.1120.001%*  0.09+£0.001%*
MDA 0.60+0.03 0.77+0.05 0.8240.10 1.070.08** 1,300, 12%*
TAC 1.98+0.04 1.39+0.01%* 0.87+0.03%* 0.8440.04%* 0.77+0.06**
TOC 0.38+0.08 0.5240.02 0.5620.04 0.7240.02%* 1.2240.02%*
osl 0.02+0.005 0.03£0.001* 0.04£0.002%*  0.06£0.002%*  0.12+0.001**

*: p < 0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel onemi gostermektedir
**:p <0.01, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel dnemi gostermektedir

TARTISMA

Pestisitler de dahil olmak {lizere bircok
ksenobiyotik, hiicre zar1 boyunca elektron
tasinmasinin bozulmasi, Fenton reaksiyonunun
kolaylastirilmast, antioksidan  enzimlerin
inaktivasyonu ve serbest radikal siipiiriiciilerin
tiilkenmesi gibi cesitli biyokimyasal
mekanizmalarla reaktif oksijen tiirlerinin
tretimini tetikleyebilir (Winston ve Di Giulio,

1991). Bu reaktif oksijen tiirlerini temizlemek
icin organizmalarda antioksidan savunma
sistemleri gelistirilmistir ve bu antioksidan
sistemlerin aktivasyon / inhibisyon diizeyi
degerlendirilerek ksenobiyotiklerin organizmaya
verdigi oksidatif hasar tahmin edilmektedir (Di
Giulio ve Meyer, 2008). Bu calismada, TEB’in
tatli su midyelerine toksik etkileri, solungag ve
sindirim bezlerinde oksidatif stres parametreleri,
antioksidan enzim seviyeleri ve
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biyotransformasyon enzimindeki

gozlemlenerek degerlendirilmistir.

degisimler

Calismamizda 6nemli bir biyotransformasyon
enzimi olan CaE, kontrole gore inhibisyona
ugramistir.  CaE'ler, karboksilik esterler,
tiyoesterler, amidler, karbamatlar ve g¢esitli
ksenobiyotikler gibi substratlarin hidrolizini
katalize eden esteraz ailesinin tiyeleridir. CaE'ler
lipid metabolizmasi, 6n ilag aktivasyonu, pestisit
metabolizmasi ve ftalatlarin hidrolizi gibi 6nemli
fizyolojik siireglerde yer alirlar (Lenfant vd.,
2012). CaE aktivitesindeki inhibisyonlar,
organizmanin  strese  adaptasyonu  olarak
diisiiniilebilir (De Lima vd., 2013). Sindirim
bezleri, oral yolla alinabilen esterleri igeren
yiiksek konsantrasyonlarda toksinler nedeniyle
CaE ekspresyonu igin 6zellikle 6nemlidir (Ross

vd., 2010). CaE'nin inhibisyonu, TEB
maruziyetinin midyelerde normal
detoksifikasyon fonksiyonlarin
etkileyebilecegini  diislindiirmektedir. Bizim

sonuclarimiza benzer olarak, literatiirde, ¢esitli
sucul canlilarda pestisit maruziyetine bagl
olarak CaE inhibisyonu olduguna dair ¢aligmalar
mevcuttur (Denton vd., 2003; Wheelock vd.,
2005; Uckun ve Oz, 2020; Ugkun vd., 2021).
SOD, organizmay1 oksidatif stresten korumak
icin siiperoksit anyonlarini ve hidrojen peroksiti
temizleyen antioksidan savunma sisteminin
onemli bir bilesenidir. Calismamizda Onemli
Olciide artan SOD aktivitesi, ROS'u ortadan
kaldirmak ve oksidatif stresi azaltmak igin
antioksidan savunma sisteminin aktive oldugunu
gostermektedir (Van Rensburg vd., 1995).
Sonuglarimiza paralel olarak, Cao vd. (2018)
larva zebra baliklarina 4 giin boyunca 0.05 mg/L
dozunda azoksistrobin uygulamasina bagh
olarak SOD aktivitesinde Onemli bir artig
gozlemlemistir. Uckun ve Oz (2020) konazol
grubu pestisitlerden olan penkonazolii 96 saat

boyunca uyguladiklari kerevitlerin
hepatopankreas dokularinda SOD aktivitesinin
kontrole gore Onemli oranda arttigini

gozlemlemistir. GPx, GSH varliginda hidrojen

peroksit ve lipid peroksit diizeylerinin

azalmasimmi1 katalize eden bir antioksidan
enzimdir (Moreno vd., 2005). GPx enzimindeki
inhibisyon, antioksidan sistemin pestisitin yikict
etkisini onlemedeki basarisizligini gosterebilir
veya hiicrelerde olusan reaktif oksijen tiirlerinin
bu enzimin sentezine dogrudan etkisi ile iligkili
olabilir (Yonar vd., 2014). Bu acgidan
bakildiginda, ¢alismamizda gozlemlenen GPx
artis1, hiicrede TEB'un neden oldugu oksidatif
hasara kars1 GPx'in koruyucu roliinii yansitabilir.
Bizim sonuglarimiza benzer olarak Jiang vd.
(2018), yetigkin zebra baliklarinda 24 saat
azoxystrobine maruz kalmanin bir sonucu olarak
tim doz gruplarinda GPx aktivitesinin 6nemli
Olclide arttigin1 bildirmislerdir. GST, Faz 1
detoksifikasyon tirlinlerini suda daha ¢oziiniir bir
forma doniistiiren konjugasyon islevini yerine
getiren bir Faz Il detoksifikasyon enzimidir. Bu
sayede reaktif serbest radikal birikimini ve
hiicresel hasar1 onler (Chahine ve O'Donnell,
2011). Calismamizda TEB konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak GST aktivitesinin artmasi,
TEB’in solunga¢ ve sindirim bezinde GST
tizerine doza bagh toksik etkiye sahip oldugunu
ve GST’nin de bu TEB’1 detoksifiye etmek i¢in
aktivitesini arttirdigini diigiindlirmektedir. Ayni
zamanda GST aktivitesindeki artis, H2O2'nin
artan detoksifikasyonuna veya TEB’in faz II
parcast olarak
konjugasyon islevine baglanabilir (Hemalatha
vd., 2015). Benzer sekilde, Korkmaz vd. (2018),
zebra baliklarinda (Danio rerio) 96 saat
maruziyetten sonra GST'min fosalon bazli ve

biyotransformasyonunun bir

sipermetrin ~ bazli  pestisitler  tarafindan
indiiklendigini  gozlemlemistir.  Literatiirde
pestisit uygulanan sucul canlilarda GST

aktivitesinin arttiZim1 ortaya koyan bircok
calisma bulunmaktadir (Sayeed vd., 2003; Orug,
2010; Moreira vd., 2010; Uckun ve Oz, 2021;
Uckun ve Ozmen 2021). GR, hiicrede genel
homeostatik oksido indirgeyici denge saglayarak
azaltilmig glutatyon durumunu korur, bdylece
hiicreleri reaktif oksijen metabolitlerine karsi
korur (Djordjevic vd., 2010). Calismamizda
GR’nin inhibe olmasmin nedeni, ylksek
konsantrasyonlarda TEB uygulamasindan dolay1
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meydana gelen oksidatif stres olabilir. GR,
GSSG'den GSH'min geri doniigiimiine katilarak
hiicreye antioksidan koruma saglar (Elia vd.,
2003). GR'nin etkisi ile hiicre igindeki GSH ve
GSSG  arasindaki denge, GSH'nin geri
dontistimii ile saglanir (Schafer ve Buettner,
2001). Bu nedenle GSH, GSSG ve toplam
glutatyon igerikleri de azalir, dolayisiyla
glutatyon iceren savunma sistemi yliksek doz
TEB maruziyetine kars1 zayif kalir. GSH, pestisit
maruziyeti nedeniyle ROS {iretimini kontrol
etmede rol oynayan enzimatik olmayan bir
antioksidandir (Parke ve Piotrowski, 1996).
Oksijen radikallerine maruz kalmak GSH
diizeyinde artisa neden olur (Dickinson ve
Forman, 2002). Calismamizda GSH diizeyindeki
diisis, TEB wuygulamasinin neden oldugu
oksidatif stres kosullarinda tiiketilen GSH'nin
iretilen GSH'den daha hizh
gostermektedir. Lipid peroksidasyonunun en
onemli {iriinlerinden biri olan MDA, hiicre

oldugunu

zarlarindaki iyon gecirgenligini bozar, zardaki
bilesiklerin capraz baglanmasina yol acar ve
enzimlerin aktivitesini bozar (Mercan, 2004).
Calismamizda, uygulanan TEB
konsantrasyonunun artmasi1 nedeniyle MDA
diizeyindeki artislar, MDA'nin lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olmasi nedeniyle,
TEB’in biyomolekiillerde 6nemli oksidatif
hasara neden oldugunu ve yiiksek diizeyi, serbest
radikallerin agir1 iiretildigini ve hiicre zarlarina
hasarmin oldugunu gostermektedir (Abhijith vd.,
2016).

TAC, Dbiyolojik  numunelerde toplam
antioksidan kapasiteyi bulmak i¢in kullanilan bir
test sollisyonu tarafindan temizlenen serbest
radikal miktarinin bir olgiisiidiir. TOC ise tim
antioksidan sistemin serbest oksijen radikallerini
temizleme yetenegini 6lgmek i¢in kullanilan bir
parametredir. TAC ve TOC, organizmalarin
ksenobiyotiklerin neden oldugu oksidatif strese
kars1 biyolojik tepkilerini tahmin etmede faydali
biyobelirteglerdir (Pinchuk vd., 2012; Regoli,
2000). TAC'nin enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin toplami oldugu
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varsayllmaktadir  (Mahfouz 2009).
Calismamizda  TAC TEB
uygulamasina bagli olarak diismesinin nedeni,
TEB ‘in solungag¢ ve sindirim bezinde yarattig1
oksidatif strese tepki olarak enerji tiiketimi

vd.,
seviyesinin

olarak agiklanabilir. Bulgularimiza paralel
olarak Hamed vd., (2020), mikroplastiklere
maruz biraktiklar1 Oreochromis niloticus'ta doz
arttikca TAC seviyesinin diistiigiini
gozlemlemistir. Ugkun ve Ugkun (2021), su ve
sedimentinde yogun metal bulunan bolgelerden
topladiklar1 sazan baliklarmin karacigerinde
TAC seviyesinin temiz bolgelere gore daha
diisiik oldugunu bildirmistir. TOC, bir kimyasal
indiikleyicinin organizmada olusturdugu toplam
oksidan yansitir.
Calismamizda TOC seviyesinin artmasi, TEB'in
oksijen radikallerine baglanarak onlar1 hiicrede
ROS iiretimini artiran ve antioksidan enzimleri
inhibe eden c¢esitli reaktif metabolitlere
doniistiirmesine yorulabilir (Vahdati Hassani
vd., 2018). OSI, organizmada oksidatif strese
neden olan serbest radikal olusturucu ajanlar ile
bunlara karsi antioksidan savunma sistemleri
arasindaki iligkinin derecesini gOsteren bir
gostergedir  (Sayed ve Khalil, 2016).
Calismamizda uygulanan TEB konsantrasyonu
arttikca OSI degerinin kontrole gdre anlamli
olarak artmas1 TAC ve TOC bulgularimizi
desteklemektedir.

molekiil miktarini

SONUC

Sonug olarak, TEB’in, antioksidan enzimlerin
aktivitesini bozarak ve GSH, MDA, TAC ve
TOC seviyelerini degistirerek oksidatif stresi
indiikledigi  sdylenebilir. ~ Ayrica  TEB
uygulamas1 nedeniyle CaE inhibisyonun
gozlenmesi, TEB’in kisa siireli uygulamalarda
biyotransformasyon  sistemini uyarabilecegi
bilgisini vermektedir. Literatiirde U. mancus
lizerine pestisitlerden penkonazol (Yologlu,
2019) ve imidaklopritin (Uckun ve Alkan
Uckun, 2021) toksik etkilerine yonelik
calismalar mevcuttur ancak TEB’e iliskin bir

calismaya rastlanmamistir. Bu baglamda
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Cao, F., Wu, P, Huang, L., Li, H., Qian, L., Pang, S.,

calismamiz TEB'in hedef dis1 organizmalar
tizerindeki toksik etkileri ile ilgili literatiire
onemli bir katki saglamistir. Sonuglarimiz,
TEB'in diisik konsantrasyonlarda bile U.
mancus iizerinde onemli toksik etkilere sahip
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle TEB'in
kullanildig1 tarim alanlarina yakin tath sularda
yasayan U. mancus ‘'un tehdit altinda
olabilecegini sdyleyebiliriz.

ACIKLAMALAR

Etik beyan: Calisma, tatlisu midyesi (mollusca-
bivalvia) ile yapildi. Tath su midyeleri omurgasiz
hayvanlar grubuna girdiginden dolayr bu gruptaki
hayvanlara etik kurul raporu gerekmemektedir.

Cikar catismasi: Yazar, bu makale i¢in gergek,
potansiyel veya algilanan bir ¢ikar catismasi
olmadiginm beyan etmektedir.
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